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免疫システムにおいて、サイトカインは様々な細胞の活性化や成熟に重要な役割を担って
いる。免疫細胞の中でも、リンパ球の分化や成熟に、IL-2, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15 な
ど多数のサイトカインが関わっているとされる。胸腺・リンパ節・脾臓など複数の組織にお
いて、サイトカインが細胞を育てているとも言える。 
 
私たちは、ヒトの免疫システムをマウスに再現する「免疫系ヒト化マウス」を、造血幹細胞
を免疫不全マウス（NSG マウス）の新生児に移植することで開発してきた。このヒト化マウ
スに特定のサイトカインを発現させることで、組織毎のサイトカインと免疫細胞の相関関係
を明らかにすることを目的として研究した。すでに述べたサイトカインの中で、今回、私は
IL-7と IL-15に着目した。 
 
IL-7 は T 細胞、NKT 細胞、B 細胞の分化に重要とされ、NK 細胞においては胸腺での分化に
関わることが報告されている。IL-15は KOマウスの研究からも NK 細胞の分化成熟に必要で
あり、メモリーCD8+T 細胞や NKT細胞の分化に関わると報告がある。これらふたつのサイト
カインは免疫細胞にとって重要なサイトカインであるが、マウスにおける検討であるため、
ヒト化マウスにおける免疫細胞への影響を調べることを目的とした。 
 
まず、ヒト IL-7について、トランスジェニックマウスとノックインマウスの両者を作製し、
免疫不全マウスにおける IL-7 の発現量の違いや発現する組織の違いなども合わせて評価し
た。ヒト造血幹細胞をソーティングによって純化し、これらのマウスの生直後に移植した。
移植して数ヶ月が経過した段階で、骨髄・脾臓・胸腺・末梢血など複数の組織でのヒト免疫
再構築を検討したが、フローサイトメトリー解析により NK細胞、T細胞、B細胞という３つ
のリンパ球分化については、従来のヒト化マウスと比較して大きな変化は認めなかった。 
 
次に、ヒトの IL-7 と IL-15 を同時に発現するダブルノックインマウスを作製した。免疫不
全マウスにヒト遺伝子を二つノックインすることは戻し交配にかかる時間や繁殖の難しさ
から困難とされてきたが、戻し交配に使用する雄を D1Mit65 といった各染色体あたり 2～5
ヶ所のマイクロサテライトマーカーを比較して次世代雄を選別し、若週齢で顕微授精による
体外受精を行う High speed congenic 法により、目的の個体作出を迅速化することに成功
した。作製したマウスは、造血幹細胞移植実験に使用する前に、マウス血漿中のサイトカイ
ン発現量を測定し、ヒト IL-7,IL-15が発現していることを確認した。 
 
ヒト造血幹細胞を移植した IL-7,IL-15 ダブルノックイン NSG ヒト化マウスを安楽死させ、
骨髄や脾臓などの免疫組織を解析すると、ヒト CD45+の白血球の中で、とりわけ NK 細胞が
多く分化していることが確認された。NK 細胞の発生の場として、骨髄のみならず胸腺も重
要とされている。胸腺は、ヒト化しなくては免疫不全マウスでほぼ観察できないが、造血幹
細胞移植を行うと 2mmx2mm程度の小さな組織として採材できる。胸腺組織を取り出して、そ
の中に存在する細胞を解析したところ、幼若な T細胞だけでなく、NK細胞が多く見られた。
つまり、NK 細胞の発生の場として、胸腺も重要であるということがヒト化マウスにおいて
も示唆された。   
 
NK細胞の分化が多く認められた一方、他のリンパ球への IL-7,IL-15の影響を調べることが
必要と考えた。T細胞について、その発生の場である胸腺では CD8+T 細胞が有意に増加して
いたものの、脾臓における CD4:CD8の比率、メモリーT細胞とナイーブ T細胞の割合、制御
性 T細胞（Treg）の頻度、いずれにおいても従来の NSGヒト化マウスとの差は有意ではなか
った。また、これまでの NSGヒト化マウスにおいて、CD3+TCRVα24+TCRVβ11+のインバリアン
ト NKT 細胞への分化は難しいとされてきた。IL-7,IL-15 の両者が存在することで、どのよ
うに NKT細胞の分化に影響があるかを、骨髄、脾臓、胸腺で解析したが、ヒト NKT細胞の分
化は認められなかった。このことから NKT 細胞への分化は NK 細胞とは異なり、IL-7,IL-15
だけではなく、別の因子が必要であることが示唆された。 
 
さらに、造血幹細胞・前駆細胞から分化したヒト NK 細胞がどの程度の成熟段階にあるか解
析を進めた。まず、CD56+NK 細胞における CD94,CD16 について解析した。CD94 は NKG2 ファ
ミリー分子とヘテロダイマーを形成し、その組合せにより抑制的または活性的に働き、CD16
は Fc 受容体の gamma 鎖である。NK 細胞の分化成熟は CD94+CD16+の細胞傷害活性が高まる
NK 細胞へと成熟していくことが知られている。IL-7,IL-15 ダブルノックイン NSG ヒト化マ
ウスの NK 細胞分画を解析すると、CD94, CD16 二つの抗原分子を細胞表面に持つ成熟 NK 細
胞の割合が従来の NSG ヒト化マウスに比べ、有意に増えていることが認められた。これは骨
髄や末梢血など NK 細胞の増加が認められた組織それぞれにおいて認められた。さらに、表
面抗原だけでなく、細胞傷害活性において重要な働きをする Perforin、GranzymeBの発現量
についても脾臓を用いて解析した結果、Perforin、GranzymeBの発現量も従来の NSGヒト化
マウスに比べ有意に増えており、機能的にもより成熟した NK細胞であることが示唆された。 
 
最後に、T細胞、B細胞、NK細胞の組織内での局在を調べるため、IL-7,IL-15ダブルノック
イン NSGヒト化マウスの 4％パラフォルムアルデヒドで固定した脾臓からパラフィン切片を
作製し、免疫染色を行った。T 細胞、B 細胞は両者とも集簇して分布していたのに対し、NK
細胞は T細胞、B細胞の集簇していたエリアにはあまり分布せず、これらの領域の外側に分
布していた。これは報告されているヒト脾臓における T細胞、B 細胞、NK細胞の分布と似た
結果であった。 
 
これらの解析結果から、IL-7,IL-15 ダブルノックイン NSG ヒト化マウスはヒト体内で見ら
れる成熟 NK細胞を再現していること、そして、IL-15が NK細胞の分化、成熟において重要
なサイトカインであることが示唆され、新たなヒト化マウスとして、胸腺など、ヒトでは解
析の難しい組織における NK細胞の in vivo での発生、機能解析などへの有用性を示すこと
ができた。また、がん治療における in vivo モデルとしての評価など応用医学の可能性にも
期待が持てる結果と考えられた。 
